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ZUSAMMENFASSUNG 
Entwicklung und Anwendung eines hochsensitiven Nachweissystems von  
Prion-Proteinen in Spüllösungen nach Instrumentenkontamination 
Zimmermann, Sandra  
Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD), eine humane Prionenerkrankung, ist 
eine degenerative, tödlich verlaufende Hirnerkrankung. Als Auslöser und Erre-
ger der CJD werden infektiöse Prionproteine (PrPSc) angesehen, die durch Pro-
teinkonversion aus dem körpereigenen Prionprotein (PrPC) entstehen und ak-
kumulieren. Iatrogen besteht eine Infektionsgefahr durch unzureichend aufbe-
reitetes Operationsbesteck und Medizinprodukte. Der Verzehr von BSE-
kontaminiertem Rindfleisch führte zur Entwicklung der varianten CJD, welche 
durch Bluttransfusionen übertragen werden kann. 
Da über die Infektionsdosis sehr wenig bekannt ist, muss davon ausgegangen 
werden, dass bereits geringste PrP-Mengen eine CJD auslösen können. Daher 
bedarf es hochsensitiver Nachweisverfahren. Routinemäßig angewandte Prote-
innachweisverfahren basieren auf immunologischen Methoden wie der ELISA-
Technik mit einer Antigen-Antikörper-Komplexbildung. Mit Hilfe einer neu entwi-
ckelten Immuno-PCR wurde das Signal des Immunokomplexes im Vergleich 
zur ELISA-Technik unter identischen Bedingungen um das vierzigfache ver-
stärkt. Dafür wurde an den Immunkomplex ein DNA-Fragment gekoppelt, wel-
ches in einer Polymerasekettenreaktion amplifiziert, im Gel visualisiert und 
durch Densitometrie quantifiziert wurde. 
Als Anwendung der Immuno-PCR unter hygienischen Aspekten wurden artifizi-
ell kontaminierte Instrumente gereinigt und der Einfluss der Temperatur, des 
Lösungsmittels und der Trocknungszeit analysiert. Nach Hitzebehandlung der 
kontaminierten Kanülen waren höhere Signale an PrP detektierbar als in den 
Vergleichslösungen; jedoch nahm die Signalintensität bei hohen Temperaturen 
ab. Die Zugabe von polaren Detergenzien wie SDS in Reinigungslösungen führ-
te zu einer Erhöhung der Proteinresuspension bzw. zu einer Signalverstärkung. 
Die Resuspension wurde durch die Trocknungszeit nicht beeinflusst. Während 
mittels der ELISA-Technik unter diesen Bedingungen die Signale an oder un-
terhalb der Detektionsgrenze lagen, wurden eindeutige Signale mittels der 
hochsensitiven Immuno-PCR-Technik bestimmt. 
Nach Standardisierung eignet sich die Immuno-PCR für den Einsatz zur sehr 
sensitiven Überprüfung der Reinigungseffizienz im routinemäßigen Hygienebe-
trieb und bietet großes Potential für die medizinische Routine und Forschung.   
 
Tag der mündlichen Prüfung: 15.04.2010
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Abkürzungsverzeichnis 
°C  Grad Celsius 
µL  Mikroliter 
A. dest. (lat.: aqua destillata) destilliertes Wasser 
A. bidest. (lat.: aqua bidestillata) zweifach destilliertes Wasser 
Abb.  Abbildung 
BSA  (engl.: Bovine serum albumin) Rinderserumalbumin 
BSE  Bovine spongiforme Enzephalopathie 
CJD  Creutzfeldt-Jakob-Krankheit 
DDT  Dithiothreitol 
DMSO Dimethylsulphoxide 
DNA  Desoxyribonukleinsäure  
dNTP  Desoxyribonucleotidtriphophat 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
EEG  Elektroenzephalografie 
ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent-Assay 
engl.  englisch 
et al.  (lat.: et alii) und andere 
g  Gramm 
H2O2  Wasserstoffperoxid 
HCl  Chlorwasserstoff 
iCJD  iatrogene Creutzfeldt-Jakob-Krankheit 
lat.  lateinisch 
M  Molar 
mAK  monoklonaler Antikörper 
 4 
mg  Milligramm 
MgCl2  Magnesiumchlorid 
Min.  Minute 
mL  Milliliter 
mm  Millimeter 
mM  millimolar 
NaCl  Natriumchlorid 
ng  Nanogramm 
nm  Nanometer 
Octyl  N-Octylglucopyranosid 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
pmol  picomol 
POD  Peroxidase 
PrP  Prionprotein 
PrPc  celluläres Prionprotein 
PrPSc  patholotisches Prionprotein 
rpm  (engl.: revolutions per minute) Umdrehungen pro Minute 
SDS  Natriumlaurylsulfat 
Sek.  Sekunde 
Std.  Stunde 
TBE  Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TBS  (engl.: tris buffered saline) Tris-Puffer 
TBST  Tris Puffer mit Tween 20 
TMB  Tetramethylbenzidin 
Tris  Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  
 5 
Trition  Octylphenolethoxylat  
TSE  transmissible spongiforme Enzephalopathie 
Tween  Polysorbat 
U  Unit 
V  Volt 
v/v  Volumen zu Volumen 
vCJD  variante Creutzfeldt-Jakob-Krankheit 
VE-Wasser vollentsalztes Wasser 
vgl.  vergleiche 
vs.  (lat.: versus) gegen 
w/v  Gewicht zu Volumen  
ZNS  Zentrales Nervensystem 
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1 Einleitung 
Die Vermehrung und Akkumulation pathologischer Prionen (PrPSc) löst bei 
Mensch und Tier die Erkrankung der transmissiblen spongiformen Enzephalo-
pathien (TSE) aus. TSE sind degenerative Hirnerkrankungen, die immer tödlich 
verlaufen. Sie treten beim Menschen in Form von Kuru–Kuru, der Fatalen Fami-
liären Insomnie, dem Gerstmann–Sträussler–Scheinker Syndrom und der 
Creutzfeldt–Jakob Krankheit (CJD) auf (Johnson & Gibbs, 1998). Bezüglich der 
CJD können die familiäre, iatrogene und sporadische sowie die neue Variante 
der CJD unterschieden werden. Die familiäre CJD, die letale familiäre Insomnie 
und das Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom sind heriditär bedingt, wäh-
rend die sporadische Form ohne bekannte Faktoren spontan ausgelöst wird.  
Unter gesundheitspolitischen Gesichtspunkten sind im Besonderen die Über-
tragungswege der iatrogenen Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (iCJD) und der neu-
en Variante der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (vCJD) interessant. Weltweit sind 
insgesamt 405 iCJD-Fälle beschrieben, wobei der Erreger durch Dura mater-
Transplantate, Cornea-Transplantate, aus Leichenhypophysen extrahierten 
Wachstumshormonen und Gonadotropin, unzureichend aufbereitetes Operati-
onsbesteck und EEG-Elektroden übertragen wurde (Brown et al., 2006). Die 
vCJD wurde im Jahre 1996 erstmals in Großbritannien diagnostiziert (Will et al., 
1996), etwa zehn Jahre nach Beginn der BSE-Epidemie bei Rindern. Es konnte 
ein direkter Zusammenhang zwischen dem Verzehr von kontaminiertem Rind-
fleisch und dem Auftreten der vCJD beim Menschen festgestellt werden (Hill et 
al., 1997; Collinge et al., 1996; Bruce et al., 1997). Des Weiteren zeigte sich 
erstmals im Jahre 2004 der Verdacht, dass ein Patient durch Bluttransfusion mit 
vCJD infiziert wurde. Er erkrankte 6,5 Jahre nach der Infusion. Der Spender 
erkrankte 3,5 Jahre nach der Spende und verstarb (Llewelyn et al., 2004). Wei-
tere drei Fälle wurden in der Literatur beschrieben (Peden et al., 2004; Wroe et 
al., 2006). Es gibt hingegen bislang keinen Hinweis darauf, dass die sporadi-
sche, familiäre oder iatrogene CJD durch Blut und Blutprodukte übertragen 
werden können. 
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Bei dem pathologischen Prionprotein PrPSc handelt es sich um einen Erreger, 
der keine genetische Information enthält (Prusiner, 1982). Somit findet keine 
entsprechende Erregervermehrung wie bei Bakterien statt, die einen Nachweis 
vereinfacht. Die pathologische Form entsteht durch Proteinkonversion aus dem 
physiologischen Prion (PrPC). Dabei kommt es zu der Konformationsänderung 
über eine Heterodimerbildung als metastabile Zwischenstufe (Prusiner 1991). 
Das Heterodimer wirkt als Katalysator der Reaktion. Das entstehende PrPSc ist 
unlöslich, wodurch der Vorgang irreversibel ist. Eine weitere Theorie besagt, 
dass es sich bei der Umwandlung um einen kinetischen Prozess handelt, bei 
dem zunächst ein Starterreger vorhanden sein muss. PrPSc wird irreversibel 
gebunden, und es kommt zur Kristallisation (Come et al., 1993).  
So ist zu erklären, dass sich das zelluläre und das pathologische Prionprotein 
chemisch gleichen, aber unterschiedliche physikalische und biochemische Ei-
genschaften aufweisen. PrPSc weist im Gegensatz zu PrPC einen höheren ß-
Faltblattanteil auf, ist in Lösungen, welche Detergenzien enthalten, unlöslich, 
neigt zur Aggregatbildung und ist resistent gegenüber Proteasen (Prusiner, 
1996). Proteinase K fragmentiert PrPSc, während PrPC vollständig hydrolysiert 
wird. Diese Proteolyse wird in der Routinediagnostik zur Differenzierung von 
PrPC und PrPSc eingesetzt (Prusiner, 1996).  
Eine Besonderheit des PrPSc ist seine Resistenz gegenüber handelsüblichen 
Desinfektionsmitteln. So haben beispielsweise Formalin, Glutaraldehyd, 
Ethylenoxid, Phenol, Aceton und Ethanol nur einen sehr geringen Inaktivie-
rungseinfluss. Eine vollständige Dekontamination kann auch durch physikali-
sche Verfahren wie ionisierende, ultraviolette oder Mikrowellenstrahlung nicht 
erzielt werden (Taylor, 2000). Prionen sind zudem thermostabil gegen trockene 
Hitze (Brown, 1990a). Autoklavieren bei 133 °C für 1 Std. führt zu einer deutli-
chen Erregerreduktion, eine komplette Inaktivierung kann aber nicht garantiert 
werden (Taylor, 2000). Auch die Behandlung mit 1 M Natriumhydroxidlösung 
führt nicht zu einer vollständigen Dekontamination (Ernst & Race, 1993). Ledig-
lich durch eine Kombination aus Behandlung mit 1 M Natriumhydroxid und 
Autoklavieren kann eine vollständige Inaktivierung des Erregers erreicht werden 
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(Taguchi et al. 1991). Auch Natriumhypochlorid hat sich als wirksam erwiesen 
(Taylor, 1999).  
Das Robert-Koch-Institut empfiehlt eine gründliche Vorbereitung mit Reinigung 
und Spülung, um eine Fixierung von infektiösem Material auf Medizinprodukten 
zu vermeiden. Des Weiteren wird die Kombination aus Dampfsterilisation und 
Behandlung mit 2,5 % Natriumhypochlorid oder 1 M Natriumhydroxidlösung als 
zuverlässig aber in der Routine schwer umsetzbar eingestuft (Bertram et al., 
2004).  
Geringe Mengen an PrPSc können eine TSE-Erkrankung auslösen. Jedoch ste-
hen derzeit keine Verfahren zur Verfügung, um extrem geringe PrPSc - Mengen 
zu detektieren. Das Enzyme-linked Immunosorbent-Assay (ELISA) ist ein im-
munologisches Nachweisverfahren, welches auf einer spezifischen Antigen-
Antikörper-Bindung mit anschließender enzymatischen Farbreaktion beruht 
(Porstmann, Kiessig, 1992). Es ist ein sensitives Verfahren, welches in der Rou-
tinediagnostik in Form eines Capture-ELISAs oder mit Hilfe eines 
Ligandensystems eingesetzt wird (Porstmann et al., 1993; Deguchi et al., 
2009). Zum Nachweis von geringen Prionenmengen reicht die Sensitivität der 
ELISA-Technik jedoch nicht aus, da geringe, bereits kontagiöse Mengen unter-
halb der Nachweisgrenze der Messtechnik liegen (Gofflot et al., 2005).  
Die Immuno-PCR bietet die Möglichkeit, Proteine weitaus sensitiver nachzuwei-
sen als klassische Methoden wie die ELISA-Technik oder das Western Blot-
Verfahren. Die Wechselwirkung eines spezifischen Antikörpers mit dem Antigen 
wird mit Bindung eines DNA-Fragments an den Immunokomplex verbunden. 
Diese DNA wird durch eine Polymerasekettenreaktion amplifiziert und das Sig-
nal verstärkt. Die Methode weist eine 100- bis 1000-fache Signalverstärkung im 
Vergleich zur ELISA-Technik auf (Zhang et al., 2008, Niemeyer et al., 2005, 
Gofflot et al., 2005; Barletta, 2006; Kuczius et al., 2009).  
Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung der Immuno-PCR-Methodik zum Nachweis 
von humanen Prionproteinen. Mit Hilfe dieser Methode soll ein sehr sensitiver 
PrP-Nachweis nach Bindung und Trocknung an medizinischen Instrumenten 
und anschließender Protein-Resuspension in Spüllösungen erbracht werden. 
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Die Einflüsse von Temperaturen, Detergenzien und Trocknungszeiten auf die 
Lösung von Oberflächen-gebundenem PrP wurde mit dem Ziel untersucht, effi-
ziente Strategien für eine vollständige Proteinresuspension nach Kontamination 
von Instrumenten mit proteinhaltigem Material zu entwickeln.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Verwendete Lösungen und Puffer  
TBS 
 
20 mM Tris/HCl, pH 7,5 
150 mM NaCl  
TBS-Tween 
(TBST) 
TBS, pH 7,5  
0,05 % (v/v) Tween 20 
TBE (5-fach) 
 
54 g Tris 
27,2 g Borsäure 
20 mL 0,5 M EDTA 
ad 1 L A. dest 
10x Bam HI –  
Puffer Z 
 
80 mM Tris/HCl, pH 7,2 
1 M NaCl 
80 mM MgCl2 
10 mM Dithiothreitol 
Blue Stop Mix (PP) 
 
0,0225 g Bromphenol Blau Na-Salz in 5,625 mL VE-
Wasser 
22,5 mg Xylencyanol in 2,25 mL VE-Wasser 
1,5 mL 0,5 M EDTA, pH 8,0  
20,325 mL Glycerin (99,5 %)  
0,3 mL SDS 10 %  
Galattipuffer 
 
8,4 g Zitronensäure in 200 mL VE-Wasser  
pH 3,93  
Lagerung bei  4 °C  
TMB (Mix) 
 
120 mg Tetramethylbenzidine (TMB) 
2,5 mL Dimethylsulphoxide (DMSO) 
2,5 mL Ethanol  
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2.2 Antikörper 
Für die Untersuchungen wurden die monoklonalen Maus-anti-PrP-Antikörper 
SAF60, SAF70 und 3F4 verwendet. Die Antikörper SAF60 und SAF70 stamm-
ten aus Aszitis-Überständen, welche Epitope des Core-Prionproteins erkennen 
(Demart et al., 1999) und wurden jeweils in einer Verdünnung von 1:2000 ein-
gesetzt. Sie wurden freundlicherweise von Dr. J. Grassi zur Verfügung gestellt, 
Service de Pharmacologie et d´Immunoanalyse, IBiTec-S, CEA/Saclay, Gif sur 
Yvette, Frankreich. Der Antikörper 3F4 (Signet Lab., USA) bindet an die inter-
mediäre Sequenz der Aminosäuren 109 bis 112 (Chen et al., 1995; Kascsak et 
al., 1987). Er wurde als Biotin-konjugierter sowie als unkonjugierter Antikörper 
jeweils in einer Verdünnung von 1:5000 eingesetzt. Als sekundärer Antikörper 
wurde ein Biotin-markierter anti-Maus Antikörper verwendet (Dianova, Ham-
burg).  
2.3 Herstellung von Gehirnhomogenatsuspensionen 
Homogenatpuffer 20 mM Tris, pH 7,5 
150 mM NaCl 
0,5 % (w/v) SDS 
0,5 % (w/v) Igepal-CA-630 
320 mM Saccharose 
 
Zur Herstellung einer zehnprozentigen Gehirnhomogenatsuspensionen wurde 
humanes Hirnmaterial (freundlicherweise vom Institut für Neuropathologie, 
Westfälische Wilhelms-Universität und Universitätsklinikum Münster, zur Verfü-
gung gestellt; Kuczius et al., 2007) zunächst mit Hilfe eines Skalpells in kleine 
Stücke geschnitten. Jeweils 0,2 g Gewebe wurden abgewogen, mit 2 mL 
Homogenatpuffer versetzt und in einem Glashomogenisator homogenisiert. 
Nach kurzer Ultrabeschallung (3 x 45 Sek.) wurden die Proben für 5 Min. bei 
3000 rpm (4 °C) abzentrifugiert. Der Überstand wurde in neue Eppendorfgefäße 
überführt und bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.  
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2.4 Immuno-PCR 
Bei der Immuno-PCR-Methodik wird ein Antigen wie bei der ELISA-Technik 
durch einen spezifischen Antikörper gebunden. An diesen Immunokomplex 
werden über eine Streptavidinbrücke sekundärer biotinylierter Antikörper sowie 
biotinylierte DNA gebunden. Das Signal dieser Immunreaktion wird durch Amp-
lifikation der immunokomplexierten DNA mittels Polymerasekettenreaktion 
(PCR) verstärkt.   
Ausgehend von der zehnprozentigen Homogenatsuspension wurden die Prote-
inlösungen in TBS verdünnt, auf Mikrotiterplatten (Maxisorb bzw. Top Yield, 
Nunc) gecoatet und bei 4 °C über Nacht inkubiert. Maxisorb-Platten wurden 
jeweils mit 50 µL Volumen pro Vertiefung befüllt, Top Yield Streifen mit jeweils 
30 µL. Die nachfolgenden Wasch- und Blockierungsschritte wurden in einem 
Volumen von jeweils 200 µL pro Ansatz durchgeführt. Die Antikörper-, 
Streptavidin- und DNA-Lösungen wurden dem Volumen zugegeben, das auch 
zum Coaten der Platte eingesetzt wurde.  
Nach Coaten und zehnmaligem Waschen der Platte mit TBST wurden freie 
Bindungsstellen auf der Platte mit Blockierungslösung (1 % Magermilchpulver in 
TBST) für 30 Min. abgeblockt. Nach weiterem fünfmaligen Waschen mit TBST 
wurde der jeweils angegebene primäre Antikörper in der optimalen Verdünnung 
in TBST zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 Std. bei Raumtemperatur 
wurden nicht gebundene Antikörper durch zehnmaliges Waschen mit TBST ent-
fernt. Als sekundärer Antikörper diente Biotin-markierter Anti-Maus-Antikörper, 
der in einer Konzentration von 40 ng / mL in TBST zugegeben wurde. Nach 
weiterer zweistündiger Inkubation wurden überschüssige Antikörper durch 
zehnmaliges Waschen mit TBST entfernt. Nach Bindung von Streptavidin (100 
ng / mL für 30 Min.) und anschließender Entfernung von überschüssigem 
Streptavidin durch zehnmaliges Waschen mit TBST wurde Biotin-markierte 
DNA für 30 Min. bei 37 °C an Streptavidin gebunden. Die DNA wurde in einer 
Pufferlösung (TBST mit 1 mg / mL Hering Sperm-DNA) verdünnt und in einer 
Konzentration von 1 mg / mL eingesetzt. Überschüssige und nicht gebundene 
DNA wurde durch zehnmaliges Waschen mit TBST und weiteres fünfmaliges 
Waschen mit TBS entfernt.  
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Da komplexe Substanzen wie Proteine, Fette und Antikörper ebenso wie DNA 
im Überschuss eine PCR-Reaktion stark beeinflussen und inhibieren können, 
wurden geringe Aliquots des Überstandes in die PCR eingesetzt. Die Lösung 
der DNA aus dem Immunokomplex erfolgte enzymatisch mit dem Restriktions-
enzym Bam HI (Zhang et al., 2008, Kuczius et al., 2009).  
Die Restriktion pro Ansatz bestand aus: 
 
Aqua bidest.  
10x BSA 
10x Puffer Z  
Bam H I (1 U)  
50 µL / well: 
40 µL 
5 µL 
5 µL 
0,5 µL 
30 µL / well: 
24 µl 
3 µL 
3 µL 
0,5 µL 
(nach entsprechender Vorverdünnung)  
 
Die DNA wurde in sterile Eppendorfgefäße überführt und bis zur Verwendung 
bei -20 °C aufbewahrt.  
Der Versuchsaufbau ist in Abb. 1 zusammenfassend dargestellt. 
Top Yield Streifen / ELISA Platte
Primärer
Antikörper
Biotinylierter
sekundärer
Antikörper
Biotinylierte
DNA
Streptavidin
Enzymatische
Restriktion mit
Bam HI
Amplifikation
mittels PCR
PrP
 
Abb. 1: Versuchsaufbau einer Immuno-PCR (angelehnt an Kuczius et al., 2009) 
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2.4.1 Amplifikation der Template-DNA durch 
Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren, mit dem kleinste Men-
gen DNA durch die Taq-Polymerase enzymatisch amplifiziert werden. Die DNA 
als Signal des Immunkomplexes wurde mittels PCR amplifiziert.  
Das Volumen eines PCR-Ansatzes betrug 30 µL: 
 
A. dest. 
MgCl2 (25 mM) 
pUC-1 (Sigma, 50 pmol)1 
pUC-2 (Sigma, 50 pmol)1 
dNTP (peq Lab, 10 mM) 
10x Reaktionspuffer (peq Lab) 
Taq-DNA-Polymerase  
(peq Lab, 5 U/µL) 
Volumen: 
22  µL 
0,9 µL 
0,2 µL 
0,2 µL 
0,6 µL 
3 µL 
0,1 µL 
Endkonzentration:  
 
0,75 mM 
10 pmol / 30µL 
10 pmol / 30µL 
0,2 mM 
1x 
0,5 U / 30µL Reaktion 
  3 µL Template 
1 Zhang et al., 2008 
Der Ansatz bezog sich auf ein Templatevolumen von 3 µL. Bei Änderungen 
wurde das Volumen entsprechend mit A. dest. ausgeglichen. 
Folgende PCR-Bedingungen wurden gewählt: Denaturiert wurde initial für 5 
Min. und in jedem weiteren Zyklus für 30 Sek. bei 94 °C. In diesem Schritt wur-
de die jeweilige doppelsträngige Template-DNA aufgetrennt. Es folgte ein 
Annealingschritt für 60 Sek. bei 55 °C. Hierbei lagerten sich die 
Oligonucleotidprimer an die einzelsträngige Template-DNA an. Nun schloss 
sich bei 72 °C für jeweils 60 Sek. ein Elongationsschritt an, in dem 
doppelsträngige DNA durch die Taq-Polymerase hergestellt wurde. Um den 
Elongationsschritt im letzten Zyklus sicher abzuschließen, wurde für weitere 5 
Min. bei 72 °C inkubiert. Zur Amplifizierung wurden 30 Zyklen gewählt. Es hat 
sich erwiesen, dass mit einer Zyklenzahl in dieser Größenordnung gute Ergeb-
nisse in der Immuno-PCR zu erzielen sind (Zhang et al., 2008).  
 17 
Nach Abschluss der PCR wurden jedem Ansatz 3 µL Probenpuffer zugesetzt, 
um die Dichte der Lösung mittels Glycerin zu erhöhen und diese mit dem Farb-
stoff Bromphenol Blau einzufärben. Aufgrund der höheren Dichte gewährleiste-
te dies für die anschließende Gelelektrophorese ein sicheres Pipettieren in die 
Geltaschen. Des Weiteren konnte durch die blaue Färbung als Lauffront verfolgt 
werden, wie weit die negativ geladene DNA durch die Poren des Agarosegels 
zum positiven Pol der Gelkammer gewandert ist.  
2.4.2 Nachweis des amplifizierten DNA-Produktes  
Das amplifizierte DNA-Produkt wurde elektrophoretisch getrennt und mittels 
Ethidiumbromidinterkalation visuell unter UV-Licht sichtbar gemacht.  
Agarose (1,5 % (w/v)) wurde in 0,5 x Tris-Borat-EDTA Puffer (TBE) durch Erhit-
zen gelöst und in eine Gelkammer gefüllt. Durch Einstecken von Kämmen ent-
standen beim Erstarren der Agarose Taschen. Die Taschen wurden jeweils mit 
DNA mit einem Gesamtvolumen von 15 µL beladen. Nach Anlegen der jeweils 
für die Kammer notwendigen Spannung (80 V bzw. 120 V) wanderte die negativ 
geladene DNA durch die Poren des Agarosegels zum positiven Pol der Gel-
kammer.  
Nachdem die DNA ausreichend weit in das Gel gelaufen war, wurde das Gel 
zur Färbung der Banden für 15 Min. in 0,5 x TBE mit 0,5 µg / mL 
Ethidiumbromid gelegt und anschließend kurz in VE-Wasser entfärbt. Die Ban-
den wurden mit Hilfe des Photoimagers (Bio-Rad, München, Deutschland) unter 
UV-Licht visualisiert.  
2.4.3 Quantifizierung des amplifizierten DNA-Produktes  
Die DNA-Amplifikate wurden mit Hilfe des Photoimagers eingescannt. Die Sig-
nale und Intensitäten wurden computergestützt mit Hilfe der Software Quantity 
One qualitativ und quantitativ bestimmt und analysiert.  
2.5 Enzyme-linked Immunosorbent-Assay (ELISA) 
Um die resultierenden Signale aus der Immuno-PCR mit der ELISA-Technik zu 
vergleichen, wurde ein ELISA unter identischen Bedingungen der Immuno-PCR 
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durchgeführt. Bei der ELISA-Technik handelt es sich um ein immunologisches 
Nachweisverfahren, das auf einer spezifischen Antigen-Antikörper-Bindung mit 
anschließender enzymatischer Farbreaktion beruht.  
Der Aufbau der ELISA-Technik zum Nachweis von Prionen in Spüllösungen 
glich dem Aufbau der Immuno-PCR mit Blockierung und Bindungen primärer 
und sekundärer Antikörper an den Immunokomplex. Statt Streptavidin wurde 
hier jedoch mit Peroxidase (POD) markiertes Streptavidin verwendet. Dieses 
wurde in einer Konzentration von 10 ng / mL zugegeben und für eine Stunde 
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde zehnmal mit TBST gewaschen. 
PrP wurde über einen Farbumschlag des Farbstoffes Tetramethylbenzidin 
(TMB) nachgewiesen. Dabei wurden 80 µL Substratpuffer zu jedem Ansatz ge-
geben. Der Substratpuffer setzte sich aus Galattipuffer und TMB (gemischt im 
Verhältnis 100:0,8) sowie 0,03 % (v/v) H2O2 zusammen. Die Farbreaktion wurde 
für 30 Min. bei Raumtemperatur im Dunkeln enzymatisch umgesetzt und mit 40 
µL 2 M Schwefelsäure pro Ansatz abgestoppt. Dadurch wurde das Enzym 
Peroxidase inaktiviert. Es erfolgte ein Farbumschlag von blau nach gelb. Der 
Farbumschlag wurde nach der Endpunktmethode photometrisch bei einer Wel-
lenlänge von 450 nm mit dem Photometer Opsys MR bestimmt. Die Bestim-
mung des Farbumschlags mit dem Photometer ist nur in Maxisorb-Platten mög-
lich. Es wurde mit diesem Plattensystem gearbeitet, um auf den Arbeitsschritt 
des Umpipettierens der Proben von den Top Yield Streifen in die Maxisorb-
Platte vor der Messung zu verzichten.  
2.6 Kontaminationsversuche 
Sterile Kanülen mit einer Länge von 50 mm und einem Durchmesser von 1,2 
mm wurden in jeweils 100 µL Gehirnhomogenat unterschiedlicher Konzentrati-
onen (10 %, 1 % und 0,1 %) 30 Min. kontaminiert. Anschließend fand für 30 
Min. eine Protein-Resuspension in einer Spüllösung (TBS) statt. Die Kanülen 
wurden nach der ersten Resuspension für weitere 30 Min. in eine zweite Spül-
lösung umgesetzt. Mittels Immuno-PCR und der ELISA-Technik erfolgte der 
Nachweis von Prionprotein in den Spüllösungen.  
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2.7 Chemikalien, PCR-Reagenzien, Geräte und Verbrauchsmittel 
Chemikalien 
Agarose Roth, Karlsruhe 
Albuminfraktion V  Roth, Karlsruhe 
Bam HI Bio Labs New England, Ipswich, Groß-
britannien  
Borsäure Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 
Bromphenol Blau Na-Salz Roth, Karlsruhe 
Zitronensäure Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 
Dimethylsulphoxide (DMSO) Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 
Dithiothreitol (1,4-Dithiothreit = DTT) Roth, Karlsruhe 
DNA Hering sperm  Roche Diagnostics, Mannheim 
Ethanol absolute Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Bio-Rad Laboratories, München  
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Fluka Chemie, Buchs, Schweiz 
Glycerin AppliChem, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid - Hexahydrat  Roth, Karlsruhe 
Milchpulver  Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid  Roth, Karlsruhe 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat  Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS)  Roth, Karlsruhe 
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Natriumhydroxid-Plätzchen AppliChem, Darmstadt 
Natrium-Hypochloridlösung  Finktec, Hamm 
N-laurylsarcosin Sigma Aldrich Chemie, Steinheim  
Octyl (N-Octylglucopyranosid) Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 
Schwefelsäure  Roth, Karlsruhe 
Streptavidin POD Dianova, Hamburg 
Streptavidin recombinant Roche Diagnostics, Mannheim 
Tetramethylbenzidine (TMB) Roche Diagnostics, Mannheim 
Tris- (hydroxymethyl)-aminomethan 
(TRIS) 
Roth, Karlsruhe 
Triton (Octylphenolethoxylat) Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 
Tween (Polysorbat) Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 
Wasserstoffperoxid 30 % Roth, Karlsruhe 
Xylencyanol Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 
Tab. 1: Verwendete Chemikalien 
 
PCR-Reagenzien 
Taq-DNA-Polymerase peqLab Biotechnologie, Erlangen 
10 X Reaktionspuffer Y peqLab Biotechnologie, Erlangen 
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) peqLab Biotechnologie, Erlangen 
Magnesiumchlorid peqLab Biotechnologie, Erlangen 
Primer pUC-1, pUC-2 Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 
Tab. 2: Verwendete PCR-Reagenzien 
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Geräte 
Eppendorf Reference Pipetten 
(1000 µL – 10 µL) 
Eppendorf, Hamburg 
Finnpipette 300µL Fisher Scientific, Schwerte  
VE- Anlage, thornton 200 CR PURITA, Burscheid 
Waagen Explorer und Scout OHAUS Corporation, New York 
Thermocycler  Biometra, Göttingen 
Thermomixer 1,5 mL, Eppendorf 
comfort 
Eppendorf, Hamburg 
Gelkammern Biozym Scientific, Hess. Oldendorf 
Photometer Opsys MR Dynex Technologies, Berlin 
Photoimager Bio-Rad Laboratories, München  
Tab. 3: Verwendete Geräte 
 
Verbrauchsmittel  
Micro Tubes, 1,5 mL, 2 mL Sarstedt, Nürnbrecht 
Pipettenspitzen Sarstedt, Nürnbrecht 
Maxisorb-Platte, Top Yield Strips Nunc, Wiesbaden 
Thermo Strips Fisher Scientific Schwerte 
Klebefolie aus Polypropylen Kisker, Steinfurt 
Kanülen, BD Microlance 3  
(Länge 50 mm, Durchmesser 1,2 
mm) 
Becton Dickinson, Drogheda Ireland 
Tab. 4: Verbrauchsmittel 
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3 Ergebnisse 
Die Immuno-PCR-Technik zum hochsensitiven Nachweis von PrPC in Lösungen 
basiert auf einem direkten ELISA-System mit der Detektion des PrP durch 
Immunokomplexierung mit spezifischen anti-PrP-Antikörpern. An den Antigen-
Antikörper-Komplex wird ein DNA-Fragment über Biotinkopplung und 
Streptavidinbrücke eingebaut. Das immunologische Signal wird durch Amplifika-
tion der DNA in einer PCR-Reaktion verstärkt.  
Zur Etablierung und Optimierung der Methodik wurden verschiedene primäre 
Antikörper und unterschiedliche Plattenbeschichtungen getestet. 
3.1 Etablierung einer Immuno-PCR zum Nachweis von Prionen-
Material aus Gehirn 
Zum Nachweis von Prionen wurden von zahlreichen Arbeitsgruppen Antikörper 
produziert, die sehr unterschiedliche Epitope innerhalb der Sequenz des PrPCs 
erkennen (Kascsak et al., 1987, Bolton et al., 1991, Demart et al., 1999). Je 
nach Epitopzugänglichkeit und Bindungsaffinität des Antikörpers sowie der Vor-
behandlung des Antigens kann die Detektion in der Spezifität und Sensitivität 
differieren. Daher wurde die Eignung verschiedener Antikörper für den Einsatz 
eines Immuno-PCR-Assays untersucht. Ausgewählt wurden die monoklonalen 
Maus-Antikörper (mAK) SAF60 und SAF70, die an Sequenzen des Core-
Prionproteins binden (Demart et al., 1999). Zudem wurde der konjugierte und 
nicht konjugierte mAK 3F4 verwendet, der Sequenzen im Intermediärbereich 
des Prionproteins erkennt (Kascsak et al., 1987). Bei Verwendung des 
biotinmarkierten mAK 3F4 konnte auf den sekundären biotinylierten Antikörper 
verzichtet werden.   
Weiterhin wurden neben den verschiedenen Antikörpern zwei ELISA-
Plattensysteme untersucht, um festzustellen welche Oberflächenbeschaffenheit 
für eine optimale Antigenbindung und anschließende Immuno-PCR-Reaktion 
geeignet ist. Die Vergleichsergebnisse der primären Antikörper und der Platten-
systeme sind in Abb. 2 exemplarisch dargestellt.
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Abb. 2:  Spezifischer Nachweis von PrP
C
 durch die Immuno-PCR-Technik - Vergleich 
von primären Antikörpern und Plattensystemen. 
Proteine eines zehnprozentigen Gehirnhomogenats wurden in den angegebenen 
Verdünnungen auf  zwei zu vergleichende Matrices gecoatet: Top Yield Streifen (A) 
und  Maxisorb-Platten (B-D). Das Antigen wurde durch die spezifischen anti-PrP-
Antikörper SAF70, SAF60, 3F4 und 3F4 biotinyliert wie angegeben detektiert. 
Schließlich wurde biotinylierte DNA gebunden und als Signal des Immunkomplexes 
mittels PCR amplifiziert. Das DNA-Produkt wurde elektrophoretisch getrennt und 
mittels Ethidiumbromidinterkalation visuell unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die 
Signale wurden gescannt und computergestützt mit Hilfe der Software Quantity One 
qualitativ und quantitativ analysiert. Als Negativkontrollen dienten TBS und die 
Durchführung des Versuches ohne Zusatz des jeweiligen primären Antikörpers zur 
spezifischen PrP-Detektion. Im linken Teil der Abbildung sind die Agarosegele mit 
den entsprechenden Signalen dargestellt und im rechten Teil die graphische Aus-
wertung (Daten sind angegeben als computerinterne Einheiten). 
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Mit Top Yield Streifen wurden in der Immuno-PCR unspezifische Signale unter-
drückt, während mit den Maxisorb-Platten falsch-positive Signale detektiert 
wurden. So sind die Top Yield Streifen für den hochsensitiven Nachweis von 
humanem Prionprotein sehr gut geeignet. Der primäre Antikörper SAF70 ist 
bezüglich der Spezifität und Sensitivität den drei weiteren untersuchten Antikör-
pern überlegen, so dass er in den folgenden Versuchen verwendet wurde.  
Mit Hilfe der Immuno-PCR wurde humanes PrPC unter optimierten Bedingun-
gen bis zu Verdünnungen von 1:200.000 nachgewiesen.    
3.2 Sensitivitätsvergleich ELISA-Technik vs. Immuno-PCR  
Um die Sensitivitäten zwischen einem ELISA-System und der Immuno-PCR-
Technik zu vergleichen, wurden in Verdünnungsreihen die Signallimitierungen 
der Methoden durch Antigendetektion mit dem Antikörper SAF70 ermittelt. Hin-
sichtlich der Plattenwahl zeigten sich bei der ELISA-Technik keine Signalunter-
schiede (Daten nicht gezeigt). Die Vergleichsergebnisse von ELISA-Technik 
und Immuno-PCR sind in Abb. 3 dargestellt.  
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Abb. 3: Vergleich einer ELISA-Technik (A) mit einer Immuno-PCR (B) bezüglich der 
Sensitivität 
 Proteine eines zehnprozentigen Gehirnhomogenats wurden in den angegebenen 
Verdünnungen auf die Matrix gecoatet. Für die ELISA-Technik wurden Verdünnun-
gen von 1:100 bis 1:50.000 und für die Immuno-PCR Verdünnungen von 1:10.000 
bis 1:200.000 gewählt. Die Versuche wurden mit dem primären Antikörper SAF70 
durchgeführt. Als Negativkontrolle dienten TBS und die Durchführung des Versuchs 
ohne primären Antikörper. Bei der Immuno-PCR korreliert die Immunreaktion mit 
der amplifizierten DNA. Das amplifizierte DNA-Produkt wurde elektrophoretisch ge-
trennt und mittels Ethidiumbromidinterkalation visuell unter UV-Licht sichtbar ge-
macht. Die Signale wurden computergestützt mit Hilfe der Software Quantity One 
qualitativ analysiert. Zur besseren Vergleichbarkeit der ELISA-Technik mit der Im-
muno-PCR wurde jeweils der höchste Wert als 1 gesetzt und die entsprechenden 
Werte im Verhältnis dazu angegeben. Aufgrund der Detektion der Signalintensitä-
ten per Computer werden die einzelnen Gele individuell betrachtet und der Hinter-
grund bewertet. Bei der Quantifizierung wurden die schwach falsch positiven Hin-
tergrundsignale unter die Detektionsgrenze gesetzt. 
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Abb: 3 zeigt, dass die Detektionsgrenze der ELISA-Technik bei einer Verdün-
nung von etwa 1:5000 liegt. Bei der Immuno-PCR dagegen wurden sogar bei 
einer Verdünnung von 1:200.000 des Homogenats Prionproteine nachgewie-
sen. Somit wird die Sensitivität der Immuno-PCR in diesem Fall um den Faktor 
40 gesteigert.  Die etablierte Immuno-PCR-Technik erweist sich somit als eine 
deutlich sensitivere Methode als das ELISA-Verfahren unter identischen Bedin-
gungen.  
Um die Relevanz und Notwendigkeit der Entwicklung einer derartig hoch-
sensitiven Methode zu verdeutlichen, wurden Prionen nach Bindung und Trock-
nung an medizinischen Instrumenten und anschließender Resuspension in 
Spüllösungen mit der Immuno-PCR nachgewiesen.  
3.3 Anwendung der Immuno-PCR-Technik: Sensitiver PrP-
Nachweis nach Bindung und Trocknung an medizinischen In-
strumenten und Protein-Resuspension in Spüllösungen  
Ein Laborbetrieb mit Kontaminationen von Instrumenten mit Untersuchungsma-
terial und anschließender Säuberung wurde im Folgenden simuliert. Als Modell 
für die medizinischen Instrumente wurden sterile Kanülen (Durchmesser 1,2 
mm) mit verdünnten humanen Gehirnhomogenatsuspensionen kontaminiert 
und zur Trocknung inkubiert. Anschließend wurden die Proteinlösungen von 
den Oberflächen durch Waschprozesse gelöst. Die resuspendierten Prion-
Proteine wurden mittels Immuno-PCR nachgewiesen. Der Versuchsaufbau ist 
in Abb. 4 dargestellt.  
Kontamination einer
sterilen Kanüle in 100 µl
1) 10 % Gehirnhomogenat
2) 1 % Gehirnhomogenat
3) 0,1 % Gehirnhomogenat
4) 0,1 % Gehirnhomogenat
Zweite Protein-Resuspension
in Spüllösungen
1b) 500 µl TBS
2b) 500 µl TBS
3b) 500 µl TBS
4b) 1000 µl TBS
Erste Protein-Resuspension
in Spüllösungen
1a) 500 µl TBS
2a) 500 µl TBS
3a) 500 µl TBS
4a) 1000 µl TBS  
Abb. 4:  Versuchsaufbau zur Bestimmung der Detektionsgrenze von PrP in Spüllö-
sungen 
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Hierfür wurden sterile Kanülen in jeweils 100 µL Gehirnhomogenat unterschied-
licher Konzentrationen (1: 10 %, 2: 1 %, 3: 0,1 %, 4: 0,1 %) kontaminiert. An-
schließend fand eine Protein-Resuspension in einer Spüllösung (Abb. 4: 1a: 
500 µL TBS, 2a: 500 µL TBS, 3a: 500 µL TBS, 4a: 1000 µL TBS) statt. Die Ka-
nülen wurden nach der ersten Resuspension in eine zweite Spüllösung umge-
setzt (Abb. 4: 1b:500 µL, 2b: 500 µL, 3b 500 µL, 4b: 1000 µL). Mit der Immuno-
PCR wurden in den ersten sowie in den zweiten Spülvorgängen PrP-Signale 
detektiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 5 dargestellt.  
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Abb. 5: Spezifischer Nachweis von PrP
C
 durch Immuno-PCR nach Instrumentenkon-
tamination und Resuspension in Spüllösungen (vgl. Abb. 4)  
 Kontamination einer sterilen Kanüle in 100 µL Gehirnhomogenat ( 2: 1 %, 3: 0,1 %, 
4: 0,1 %). Erste Resupension in TBS (2a: 500 µL, 3a: 500 µL, 4a: 1000 µL) und 
zweite Resuspension in TBS (2b: 500 µL, 3b 500 µL, 4b: 1000 µL). PCR-Signale 
unter UV-Licht sichtbar gemacht (A) und mit Hilfe der Software Quantity One quan-
tifiziert (B). 
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Die Immuno-PCR ist ein geeignetes Verfahren, um auch geringe 
Prionproteinkonzentrationen in einer Spüllösung nachzuweisen. So konnte nach 
Kontamination einer sterilen Kanüle mit 0,1 % Gehirnhomogenatlösung und 
anschließender PrP-Resuspension in 1000 µL TBS ein deutliches Signal detek-
tiert werden.  
3.3.1 Die Immuno-PCR zum Nachweis von PrP in Spüllösungen ist 
deutlich sensitiver als die ELISA-Technik 
Zum Vergleich der Sensitivität der ELISA-Technik mit der Immuno-PCR wurde 
der PrP-Nachweis in den proteinhaltigen Spüllösungen sowohl mit der ELISA-
Technik als auch mit der Immuno-PCR durchgeführt. Die Proteine wurden für 
die ELISA-Methodik auf Maxisorp-Platten und für die Immuno-PCR Methodik 
auf Top Yield Streifen gecoatet. Die Auswertung des Vergleichs ist in Abb. 6 
dargestellt.  
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Abb. 6: Vergleich einer ELISA-Technik (A) mit einer Immuno-PCR (B) bezüglich der 
Sensitivität beim Nachweis von PrP
C
 nach Instrumentenkontamination und 
Resuspension in Spüllösungen (vgl. Abb. 4)  
 Kontamination einer sterilen Kanüle in 100 µL Gehirnhomogenat (1: 10 %, 2: 1 %, 
3: 0,1 %, 4: 0,1 %). Erste Resupension in TBS (1a: 500 µL, 2a: 500 µL, 3a: 500 µL, 
4a: 1000 µL) und zweite Resuspension in TBS (1b:500 µL, 2b: 500 µL, 3b 500 µL, 
4b: 1000 µL). Die Versuche wurden mit dem primären Antikörper SAF70 durchge-
führt, als Negativkontrolle diente die Versuchdurchführung ohne primären Antikör-
per und TBS. Zur besseren Vergleichbarkeit der ELISA-Technik mit der Immuno-
PCR wurde jeweils der höchste Wert gleich 1 gesetzt und die jeweiligen Werte im 
Verhältnis dazu angegeben.  
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Der Vergleich zwischen der ELISA-Technik und der Immuno-PCR zeigt, dass 
mit Hilfe der Immuno-PCR deutlich sensitiver Prionproteine in Spüllösungen 
nachgewiesen werden können. Die Konzentration an Prionproteinen in der 
Spüllösung nach Kontamination der Kanüle in 1 % Homogenat und PrPc-
Resuspension in 500 µL TBS (Spüllösung 2a) stellte bereits die Detektions-
grenze der ELISA-Technik dar. Mit der Immuno-PCR hingegen konnte Prionp-
rotein in diesem Versuchsansatz 20 mal sensitiver bestimmt werden als mit der 
ELISA-Technik, da nach Kontamination der Kanüle in 0,1 % Gehirnhomogenat  
und Resuspension in 1000 µL TBS Prionprotein in der Spüllösung (4a) nach-
gewiesen wurde. Nach einem zweiten Waschschritt der Kanüle und 
Resuspension in 1000 µL TBS (Spüllösung 4b) konnte kein Signal mehr detek-
tiert werden. Die Immuno-PCR-Technik befindet sich hier unter diesen Bedin-
gungen an der Nachweisgrenze.  
3.3.2 Untersuchung des Einflusses der Temperatur auf die 
Resuspension von proteinkontaminierten Kanülen als Modell 
für Instrumentenverunreinigung  
Um den Einfluss der Temperatur auf die Resuspension von Proteinen von kon-
taminierten Kanülen zu untersuchen, wurden Kanülen mit einer humanen 
Gehirnhomogenatsuspension kontaminiert, bei unterschiedlichen Temperaturen 
getrocknet und anschließend in Spüllösungen resuspendiert. Der PrP-Nachweis 
erfolgte mittels Immuno-PCR. Der Versuchsaufbau ist in Abb. 7 dargestellt.  
Trocknung 
der Kanülen
1) 22 °C für 30 Min. 
2) 37 °C für 30 Min.
3) 57 °C für 30 Min.
4) 90 °C für 30 Min.
5) 22 °C für 5   Std.
Kontamination einer
sterilen Kanüle in 100 µl
0,1 % Gehirnhomogenat
PrP-Resuspension
in Spüllösungen
(500 µl TBS)
 
Abb. 7: Versuchsaufbau zur Bestimmung des Einflusses von Temperatur auf die Lös-
lichkeit von PrP in Spüllösungen 
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Es wurde untersucht, ob Prionprotein durch Hitzeeinwirkung auf die kontami-
nierte Oberfläche denaturiert wird und/oder verstärkt auf dem Instrument haften 
bleibt und somit in einer Spüllösung nicht mehr nachgewiesen werden kann 
oder ob sich Hitze-vorbehandeltes Material von Oberflächen leichter ablöst. Des 
Weiteren wurde getestet, inwieweit die Lösung von Prionprotein in Spüllösun-
gen beeinträchtigt wird, wenn eine Proteinlösung auf der Oberfläche einer Ka-
nüle über einen längeren Zeitraum antrocknet und erst danach in Spüllösungen 
resuspendiert wird. Die Ergebnisse sind in Abb. 8 dargestellt.  
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Abb. 8: Spezifischer Nachweis von PrP
C
 durch Immuno-PCR nach Instrumentenkon-
tamination, anschließender Trocknung und Resuspension in Spüllösungen.  
 Die Versuche wurden mit dem primären Antikörper SAF70 durchgeführt, als Nega-
tivkontrolle diente die Versuchdurchführung ohne primären Antikörper und TBS. 
PCR-Signale wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht (A) und mit Hilfe der Soft-
ware Quantity One quantifiziert (B). Die Werte resultieren aus den Mittelwerten und 
der Standardabweichung der jeweiligen Probenansätze. 
 Kontamination der Kanülen mit 0,1 % Homogenat und PrP
c
-Resuspension in 500 
µL TBS; Spüllösungen 1.1-1.2: Kanülen 30 Min. bei 22 °C getrocknet; Spüllösungen 
2.1-2.3: Kanülen 30 Min. bei 37 °C getrocknet; Spüllösungen 3.1-3.3: Kanülen 30 
Min. bei 57 °C getrocknet; Spüllösungen 4.1-4.2: Kanülen 30 Min. bei 90 °C ge-
trocknet; Spüllösungen 5.1-5.3: Kanülen 5 Std. bei 22 °C getrocknet. 
Die Abb. zeigt, dass die Temperatur einen entscheidenden Einfluss auf die Lö-
sung von Prionen-Material von Oberflächen in Spüllösungen hat. Das Antrock-
nen von Proteinen auf der Oberfläche einer Kanüle über einen längeren Zeit-
raum führte nicht zu einer schlechteren Lösung, da sich nach 5 Std. Trocknung 
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der Kanüle bei 22 °C ebensoviel Protein löst, wie nach 30 Min. Trocknung bei 
22 °C. Nach Hitzebehandlung der kontaminierten Kanülen waren höhere Signa-
le an PrP detektierbar als in den Vergleichslösungen. Jedoch nahm die Signal-
intensität bei hohen Temperaturen ab (hier > 90 °C).  
3.3.3 Untersuchung des Einflusses von Detergenzien auf die 
Resuspension von proteinkontaminierten Kanülen als Modell 
für Instrumentenkontamination und anschließender Reinigung  
Um den Einfluss von Detergenzien auf die Löslichkeit von Prionproteinen in 
Spüllösungen zu untersuchen, wurden Spüllösungen hergestellt, die 
Detergenzien in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 %) 
enthielten. Der Versuchsaufbau ist in Abb. 9 dargestellt. 
Kontamination einer
sterilen Kanüle in 100 µl
0,1 % Gehirnhomogenat
Protein-Resuspension in Spüllösungen 
(500 µL), die mit Detergenzien versetzt 
sind (Konzentrationen 0,1 %, 0,5 %, 
1 % und 2 %)
1) TBS
2) TBS mit SDS 
3) TBS mit Sarkosyl
4) TBS mit Octyl
5) TBS mit Tween
6) TBS mit Triton
Trocknung 
der Kanülen
1) 22 °C für 5   Std.
2) 22 °C für 30 Min. 
3) 37 °C für 30 Min.
4) 57 °C für 30 Min.
5) 90 °C für 30 Min.
 
Abb. 9: Versuchsaufbau zur Bestimmung des Einflusses von Detergenzien auf die 
Löslichkeit von PrP in Spüllösungen 
Es wurden Versuche mit zwei anionischen (Natriumdodecylsulfat (SDS) und 
Sarkosyl) und drei nichtionischen Detergenzien (Octyl (N-Octylglucopyranosid), 
Triton (Octylphenolethoxylat) sowie Tween (Polysorbat)) durchgeführt. Die Er-
gebnisse werden in Tab. 5 dargestellt. 
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 0,1 % 0,5 % 1,0 % 2,0 % 
TBS ++    
SDS +++ +++ + + 
Sarkosyl ++ ++ +++ +++ 
Octyl ++ + - - 
Tween - - - - 
Triton - - - - 
Tab. 5: Verwendete Detergenzien in unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 %, 0,5 %, 1,0 
%, 2,0 %) und ihr Einfluss auf die Resuspension von proteinkontaminierten Kanü-
len  
 (- Proteine werden nicht gelöst, + Proteine werden gelöst, aber die Löslichkeit ist 
schlechter als in TBS, ++ Proteine werden ebenso gut gelöst wie in TBS; +++ Die Pro-
teinlöslichkeit ist besser als in TBS)  
Bei der Verwendung von Tween und Triton konnten keine Signale detektiert 
werden. Aufgrund der öligen Konsistenz und der Unpolarität wurde eine Bin-
dung des Prionproteins auf den Top Yield Streifen verhindert. Sarkosyl führte zu 
falsch positiven Signalen und ist somit zum Nachweis von Prionproteinen in 
Spüllösungen unter diesen Versuchsbedingungen nicht geeignet. Spüllösungen 
mit Octyl zeigten in einer Konzentration von 0,1 % ähnliche Ergebnisse wie der 
Puffer TBS. Bei höheren Konzentrationen nahm die Proteinlöslichkeit ab (0,5 
%), bis keine Signale mehr detektiert wurden (1 % und 2%). Bei Zusatz von 
SDS in den Konzentrationen 0,1 % und 0,2 % wurden höhere Signale detektiert 
als bei TBS. Bei höheren Konzentrationen (1 % und 2 %) nahm die Signalinten-
sität ab. Abb. 10 zeigt den Einfluss von SDS auf die Resuspension von protein-
haltigen Kanülen. 
 
 36 
A
TB
S
TB
S
+ SAF 70
B
TB
S 
+ 
SD
S
TB
S 
- S
D
S
+ SDS - SDS
 
Abb. 10: Einfluss von SDS auf die Resuspension proteinkontaminierter Kanülen 
 Spezifischer Nachweis von PrP
C
 durch Immuno-PCR nach Instrumentenkontamina-
tion, anschließender Trocknung bei 22 °C für 30 Min. und Resuspension in Spüllö-
sungen (500 µL TBS) mit (A) und ohne Zusatz von SDS in einer Konzentration von 
0,1 % (B). Die Versuche wurden mit dem primären Antikörper SAF70 durchgeführt. 
Als Negativkontrolle diente die Versuchsdurchführung mit TBS. PCR-Signale wur-
den unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die entsprechenden Agarosegele sind in der 
Abbildung dargestellt.  
Mittels SDS als Zusatz zu der Spüllösung (0,1 %) konnten stärkere Signale de-
tektiert werden als bei der Verwendung von TBS als Spüllösung. 
 37 
4 Diskussion 
Seit dem Auftreten und der Übertragbarkeit der CJD im medizinischen Bereich 
(iatrogene CJD) und dem Aufkommen der neuen Variante der CJD (vCJD) wird 
die Prionenproblematik bei der Aufbereitung von Medizinprodukten sehr inten-
siv diskutiert. Neben den Übertragungen der iCJD durch u.a. Dura mater- und 
Cornea Transplantate, Wachstumshormone, Gonadotropin sowie durch unzu-
reichend aufbereitetes Operationsbesteck und EEG-Elektroden (Brown et al., 
2006)) und der vCJD durch Bluttransfusionen (Llewelyn et al., 2004) besteht 
das Risiko, Prionenkrankheiten zu übertragen in vielen Bereichen der Medizin. 
Ein Beispiel ist der Gebrauch von Endoskopen. Es wird empfohlen, bei nach-
gewiesener CJD Einmalprodukte zu verwenden bzw. die benutzten Endoskope 
zu entsorgen (Leiss et al., 2002). Ansonsten wird auf die Wichtigkeit einer 
gründlichen Reinigung vor der Sterilisation hingewiesen (Leiss et al., 2002). 
Insbesondere die Biofilmbildung erschwert die vollständige Entfernung des or-
ganischen Materials (Murdoch et al., 2006). Bezüglich der Adenotonsillektomie 
wird der Gebrauch von Einweginstrumenten diskutiert, um der Gefahr einer 
Prionenübertragung zu entgehen (Bingham, 2002). Auch im Bereich der zahn-
ärztlichen Behandlung wurde das Risiko der Übertragung von Prionen durch 
endodontische Feilen im Rahmen einer Wurzelkanalbehandlung untersucht. Die 
endodontischen Feilen haben eine aufgeraute und verdrillte Oberfläche und 
kommen in Kontakt mit Blut, Pulpengewebe und peripheren Nerven (Smith et 
al., 2003, Walker et al., 2008). So spielt auch hier die gründliche Vorreinigung 
der Instrumente eine entscheidende Rolle, um der Fixierung von organischem 
Material entgegen zu wirken. In einem Tierversuch wurden Scrapieerreger in 
die Zahnpulpa von Hamstern gegeben. Die Tiere erkrankten mit einer Akkumu-
lation von pathologischen Prionen (PrPSc) über das Ganglion Trigeminale 
(Ingosso et al., 1999). Auch beim Menschen wurden PrPSc im Ganglion 
Trigeminale bei CJD-Patienten nachgewiesen (Guiroy, 1989). In der Zahnpulpa 
konnte dieser Nachweis nicht erbracht werden, was auf die relativ geringe Sen-
sitivität der verwendeten ELISA-Methodik zurückgeführt werden kann 
(Blanquet-Grossard et al., 2000).  
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In der vorliegenden Arbeit wurden sterile Kanülen als Modell für medizinische 
Instrumente verwendet. Diese wurden mit humanen Gehirnhomogenatlösungen 
kontaminiert und anschließend fand eine PrP-Resuspension in einer Spüllösung 
statt. Die Trocknung einer kontaminierten Kanüle bei Raumtemperatur führte 
weder nach 30 Min. noch nach 5 Std. zu einer geringeren Ablösung des Prote-
inmaterials von der Oberfläche. So muss nach einer medizinischen Behandlung 
nicht unmittelbar mit der Vorreinigung der Instrumente begonnen werden, um 
eine Fixierung zu vermeiden. Die Temperatur der Spüllösung hat einen Einfluss 
auf die Löslichkeit. So ergab ein leichter Temperaturanstieg auf 37 °C bzw. 57 
°C eine verbesserte Löslichkeit des PrP in der Spüllösung. Bei 90 °C wurden 
geringere PrP-Signale in einer Spüllösung nachgewiesen, was entweder für 
eine beginnende Denaturierung des Proteins oder für eine Fixierung des PrP 
auf dem Instrument spricht. Nach diesen Ergebnissen sollte für die Vorreinigung 
von Instrumenten ein Temperaturbereich zwischen 40 °C und 60 °C zur 
Proteinresuspension empfohlen werden. Zudem wurde der Einfluss von anioni-
schen und nichtionischen Detergenzien auf die Löslichkeit von Prionen-Material 
aus Gehirn in Spüllösungen untersucht. Mittels SDS als Zusatz zu der Spüllö-
sung in geringer Konzentration von 0,1 % konnten stärkere Signale detektiert 
werden als bei Verwendung von TBS als Spüllösung.  
Diese Ergebnisse konnten mit der Immuno-PCR-Technik als hochsensitives 
neuartiges Verfahren erzielt werden, welches in dieser Arbeit für humanes 
Prionprotein etabliert wurde. Das Signal der Immunreaktion wurde durch Ampli-
fikation der immunokomplexierten DNA verstärkt. Unter optimierten Versuchs-
bedingungen konnte mit dem Antikörper SAF70 und Top Yield Streifen als Mat-
rix im Vergleich zu der ELISA-Technik eine um den Faktor 40 höhere Sensitivi-
tät erzielt werden. So wurden bis zu einer Verdünnung von 1:200.000 eines 10 
% Gehirnhomogenats Prionproteine nachgewiesen. Des Weiteren konnten 
Prionproteine in geringen Konzentrationen in Spüllösungen detektiert werden, 
welches mit Hilfe der ELISA-Technik aufgrund der geringeren Sensitivität nicht 
ausreichend möglich ist. Eine weitere Sensibilitätssteigerung der Methode ist 
bei Verwendung eines Capture-System zu erwarten, bei dem sich ein primärer 
Antikörper gegen humanes PrP auf der Matrix befindet. Die Immuno-PCR ist 
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ein universelles System, welches hochsensibel verschiedenste Marker-Proteine 
nachweisen kann.  
Die Immuno-PCR birgt große Möglichkeiten für die medizinische Forschung und 
Routine. So können mittels dieser sensitiven Methode ZNS Indikatorproteine 
wie das Saure Gliafaserprotein (GFAP) nachgewiesen werden. Dies kann zur 
Untersuchung von Lebensmitteln genutzt werden, um diese auf eine mögliche 
Kontamination hin zu überprüfen (Kuczius et al., 2009). Krankheitserreger wie 
das HI-Virus (Barletta et al., 2009) können ebenso wie Bakterientoxine (Zhang 
et al., 2008) hochsensibel nachgewiesen werden. Barletta beschreibt das Po-
tential der Immunoquantitativen-PCR, bei der eine Immunreaktion mit einer Re-
al-time-PCR kombiniert wird. Die Immunoquantitative-PCR verfügt über eine 
100 % Spezifität und gegenüber der ELISA-Technik über eine 10-fach höhere 
Detektionsgrenze für Prionproteine (Gofflot et al., 2005). Es wird weiter daran 
gearbeitet, Prionproteine so sensitiv nachzuweisen, dass sie sicher in Gewebe 
oder Körperflüssigkeiten detektiert werden können. So könnte die Immuno-PCR 
als diagnostisches Mittel dienen, um eine CJD-Erkrankung zu Lebzeiten der 
Patienten festzustellen und um den Sterilisationserfolg von chirurgischen In-
strumenten sicherer zu überprüfen.  
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